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(57) Abstract 



The invention relates to peptides which are obtainable by mixing cow milk 
or human milk with proteases followed by a two hour incubation; centrifugation 
in order to remove milk fat; acidification to a pH of 2.0 by strong acidulation; 
separating the precipitated proteins; applying at least one reverse phase high 
pressure liquid chromatography (HPLC) step; applying a cationic exchanger HPLC 
step; collecting fractions; adjusting the fractions to a salt content < 25 mM for 
executing an activity test by means of dialysis or reverse phase HPLC; cultivating 
bifidobacterium and e coli in the presence of the fractions and selection of fractions 
which satisfy condition BW/B0 - EW/E0>0,15, wherein BW denotes the bacterial 
count which is obtained during a 16-hour incubation of bifidobacterium in 50 % 




elliker broth in the presence of peptides in a concentration of 200 /*g/ml, B0 denotes • « » » I w 

the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation, EW ^HSf** 
denotes the bacterial count which is obtained during 16 hour incubation of e coli in 3 g/1 tryptic soy broth in the presence of the peptides in 
a concentration of 200 /ig/ml, E0 denotes the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation; and isolating the 
available peptide in said fraction. In addition, the amidated, acetylized, sulphatized, phosphorylated, glycosylized, oxidized derivatives or 
fragments with bifidus stimulating characteristics and peptides are obtainable by combining the peptides, fragments or derivatives by means 
of chemical bonding. 
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(57) Zusammenfassung 



Peptide erhaltlich durch Versetzen von Kuhmilch Oder Humanmilch mit Proteasen und anschlieBender Inkubation filr zwei Stunden 
Zentnfugat.on. um M.chfett zu entfernen, Ansauem auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, Abrrennung de ausgefa le^en pStelne' 

Irakt.onen E.nstellen der Frakt.on auf einen Salzgehalt < 25 mM fur die DurchfUhrung von Aktivitatstests durch Dial vse Oder 

^^X^iJS^i^S'SS^ ^ E - SS GC8enWart ^ Frakti0ne " » d A-wahTL^klioS 

o rT u ? 8 8 7,^7 " EW/E0S0 - 15 (bifidogen) genugen. wonn BW die Keimzahl bezeichnet. die bei 16-sttindiEer Inkubation 
von B.ndobaktenum B.hdum in 50 % Eliiker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 ^gTrnTerhaften tf So 
Je Ke.mz.hl beze.chnet d.e bei der wirkstofffreien Konrrollinkubation erhalten wird. EW die Keimzah. bezeichS die W ?£ZdiJS 
takiibahon von E. col. m 3 g/l Trypt.c Soy Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 „gfl erhalten wird E0 dieKelnS 
beze.chnet. d.e be. der w.rkstofffreien Kontrollinkubation erhalten wird, Isolierung des in dieser ^!S!^i^^^ 

^ ^^J^k^w^^ 0 ^ 1 ^' oxydierten Derivate Oder Fragmente mit WftloWie^eSK 

und Pept.de. d.e durch Komb.nat.on der Pept.de, Fragmente Oder Derivate mittels chemischer VerknOpfung erhaltlich sind g6nSCnallCn 



LED1GUCH ZUR INFORMATION 
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Bif idoqene Peptide 



Die vorliegende Erfindung betrifft bifidogene Peptide, Verfahren 
zu ihrer Herstellung sowie die Verwendung der bifidogenen Pep- 
tide . 

Von Milch ist bekannt, daS sie fordernd auf den Gesundheitszu- 
stand von Sauglingen wirkt . Dies wird vielfach auf den EinfluS 
der Milch auf die Ausbildung einer sauglingstypischen Darmf lora 
zuruckgefiihrt , die zu mehr als 90% aus Bifidobacterium bifidum 
besteht . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es Peptide bereitzustel - 
len, die einen posit iven EinfluS auf die Darmf lora haben. 

Die erf indungsgemaSe Aufgabe wird gelds t durch Peptide mit den 
Merkmalen des Patentanspruchs 1. Bei den erf indungsgemaSen 
Peptiden handelt es sich urn Peptide, die erhaltlich sind durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und 
anschlieSender Inkubation fur zwei Stunden, 
Zentrifugation, urn Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch Starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef allenen Proteine, 

Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrittes , 
Anwendung eines Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes , 
Sammeln von Fraktionen, 
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Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM fur 
die Durchfuhrung von Aktivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse - Phase - HPLC , 

Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E. coli in 
Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen, die 
der Bedingung 

BW EW 

sa 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

genugen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16- 
stundiger Inkubation von Bif idobakterium bifidum in 50% 
Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentra- 
tion von 200 ng/ml erhalten wird, 

BO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof f f reien 
Kontroll inkubation erhalten wird, 

EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger Inkubation 
von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in Gegenwart der 
Peptide in einer Konzentration von 200 fig/1 erhalten wird, 
E0 die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof ff reien 
Kontroll inkubation erhalten wird, 

Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 
sowie die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phospho- 
rylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Frag- 
ment e mit bifidogenen Eigenschaf ten. 

Die erf indungsgemaSen Peptide wirken antimikrobiell gegen 
Bakterien, die in der naturlichen Sauglingsdarmf lora nicht oder 
nur in geringen Mengen vorkommen und fordern das Wachstums von 
erwiinschten Bakterien wie Bif idobakterien, indem sie die Bifido- 
bakterien im Wachstum starker als andere Bakterien fordern oder 
nur die nichterwunschten Bakterien selektiv hemmen. Diese 
Eigenschaf t, Bif idobakterien einen Wachstumsvorteil zu verschaf- 
fen, wird als bifidogen bezeichnet. 
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Bevorzugt werden Peptide eingesetzt, die folgende Aminosaurese- 
quenz aufweisen: 

Rj -EQLLRLKK-R 2 , R 1 - YLEQLLRLKKY - R 2 , R x - NRQRNI LR - R 2 , 
R x - YMN GMNRQRN I LR - R 2 , R 2 - FQ WQRNMRK - R 2 , R 1 - HTGLRRTA- R 2 , 
R 1 -FTAIQNLRK-R 2/ R x - E VAARAR WW - R 2 , R x - WQRNMRKV- R 2 , 
R j - LARTLKRLK - R 2 , R 2 - YKQKVEKV-R 2 , R, -LVRYTKKV-R 2 , 
R J -KYLYEIARR-R 2/ R, -ARRARWWCAVG-R 2 , Rj - ARRARWWCAVGE - R 2 , 

R 3 - CI AL - R 4 R 3 - CI AL - R 4 

R, - YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAWRPHAQI PQRQYLPNSHPPTWRRPNLHPS F - R 2 , 

R A - GRRRRS VQWCTVS Q PEATKC ^FQWQRNMRRVRGP PVS C I KRDS P I QC I QA - R, , 

R, - GRRRSVQW CAVSQPEATKgFQWQR^RKVRGPPVSqiKRDSPIQC^ IQA-R, , 

R x - GRRRRS VQW CAVS Q PE AT KCFQWQRNMRKVRGPP VS C I KRDS P I QC I QA - R 2 , 

R i - VYQHQKAMPKPWI QPKTKVI PYVRYL- R 2 , Rj - ARRARWWAAVG - R 2 , 

R I - CA VGGGC I AL - R 2 , 

R x - RHTRKYW CRQGARGGg 1 TL - R 2 . 

worin 

R lf R 3 unabhangig voneinander NH 2 , eine Aminosaure oder ein 
Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 

R 2/ R 4 unabhangig voneinander COOH, CONH 2 , eine Aminosaure oder 
ein Peptid mit bis zu 100 Aminosauren darstellen und die ami- 
dierten, acetylierten, sulf atierten, phosphorylierten, glycosy- 
lierten, oxydierten Derivate oder Fragmente mit bifidogenen 
Eigenschaf ten . 

Bevorzugt weisen R lf R 2/ R 3 , R 4 eine Lange von bis zu 50, mehr 
bevorzugt von bis zu 20 und am meisten bevorzugt eine Lange von 
bis zu 10 Aminosauren auf . 

Die erf indungsgemaSen Peptide konnen durch Aufreinigung aus 
Kuhmilch oder Humanmilch erhalten werden. Alternativ ist jedoch 
auch die Expression in gentechnisch veranderten Organismen oder 
die Herstellung durch chemische Peptidsynthese moglich. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind die Nukleinsauren, die 
fur die bifidogenen Bakterien kodieren, sowie Antikorper, die 
gegen bifidogene Peptide gerichtet sind. 

Die erf indungsgema&en Peptide und/oder Nucleinsauren konnen 
zusammen mit pharmazeutisch ublichen Hilfsstoffen in Arzneimit- 
teln enthalten sein. Dazu werden bevorzugt galenische Zuberei- 
tungen eingesetzt und Applikationsf ormen gewahlt, bei denen die 
Peptide undegradiert an den Wirkort gelangen. 

Vorzugsweise wurden die erf indungsgemafSen Peptide in Mengen von 
0,1 bis 100 mg/kg Korpergewicht eingesetzt. Wirksame Nuclein- 
sauremengen sind beispielsweise 0,01 mg bis 100 mg/kg Korper- 
gewicht. Bevorzugt liegt die Menge im Bereich von 1 bis 10 mg/kg 
Korpergewicht fur die Peptide und Nucleinsauren. 

Die erf indungsgemaSen Peptide konnen auch zusammen mit Nahrstof- 
fen in Nahrungsmittel enthalten sein. 

Dariiber hinaus konnen die erf indungsgemaSen Peptide und/oder 
die gegen die Peptide gerichteten Antikorper zusammen mit 
weiteren Hilfsstoffen auch in Diagnostikmittel enthalten sein. 

Die erf indungsgemafien Peptide und Nukleinsauren eignen sich zur 
Behandlung von durch mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingte 
Erkrankungen wie Infektionen, Entzundungen, mikrobiell induzier- 
ten Tumoren, mikrobiell bedingten degenerativen Erkrankungen, 
Durchfallerkrankungen, Koliken, Abweichung der Mund- , Darm- und 
Vaginalf lora, Karies. Die mikrobielle Fehlbesiedlung kann 
beispielsweise durch Bakterien, Pilze, Hefen, Protisten, Viren, 
Mycoplasmen, Filarien und/oder Plasmodien bedingt sein. 

Die erf indungsgemaSen Peptide eignen sich auch als Hilfsstoff 
in der Nahrungsmittel zubereitung im Sirme von Fermentationshil- 
f en. 
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Es wird insbesondere bevorzugt , daS zwei oder mehr Peptide 
gemeinsam eingesetzt werden oder Peptide eingesetzt werden, die 
zwei oder mehr der erf indungsgemafcen Peptidsequenzen aufweisen. 
Das unterschiedliche Wirkungsspektrum der Einzelstoffe bzw. 
Stoffe, die Einzelsequenzen oder erf indungsgemafce Peptide 
aufweisen, erlaubt es, beim Vorliegen von Resistenzen von 
Mikroorganismen durch eine geeignete Kombination von Sequenzen 
oder durch eine Kombination der Einzelsubstanzen eine optimale 
Hemmung der unerwiinschten Mikroorganismen zu erzielen. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter erlautern: 
Beispiel 1 

Behandlung von Milch 

Humane Milch wurde mit Pepsin (20 mg/g Protein) versetzt, 
nachdem sie mit HC1 auf einen pH von 3,5 eingestellt wurde. Die 
enzymatische Reaktion wurde fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert 
und durch Kochen fur fiinf Minuten gestoppt . AnschlieSend wurde 
zentrifugiert (20 min, 60.000 g bei 4°C) und das Milchfett 
abgeschopft. Die verbliebene Losung wurde mit 0,1 % TFA versetzt 
und erneut zentrifugiert, urn ausgefallene hochmolekulare Pro- 
teine abzutrennen. 

HPLC Reinigung eines bifidogenen Peptides aus Milch 

Fur die Reinigung von bifidogenen Peptiden aus Milch miissen 
verschiedene HPLC Trennverf ahren miteinander kombiniert werden, 
urn eine moglichst reine Darstellung iiber eine optimale Trenn- 
leistung zu erzielen und inaktive, unerwunschte Bestandteile 
abzutrennen. Die jeweiligen Proben, die nach jedem Trennungs- 
schritt enstehen, mussen in zwei Testsystemen getestet werden, 
d.h. ein Wachstumstest mit Bif idobakterien in Kombination mit 
einem Wachstumstest mit E. coli als Target (siehe Beispiele 3 
und 4). Notwendig fur die Reinigung ist die Kombination von 
mindestens einem Reverse-Phase Chromatographieschritt (bevorzugt 
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von zwei Reverse- Phase Chromatographischritten) und der Einsat 



z 



einer Kationenaustausch-HPLC-Trennung . In den Biotest muS die 
jeweilige Probe salzarm eingesetzt werden, urn ein moglichst 
optimales Screeningergebnis zu erhalten. 

Der erste Trennschritt wurde mit Hilfe einer Parcosil-C18 Saule 
(1 x 12,5 cm, 100 A, Biotek, Heidelberg, Deutschland) durchge- 
f uhrt . 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: Acetonitril mit 0,1% TFA 
Gradient: o bis 60% B in 45 Minuten 

Flu(5: 2 ml / min 

Detektion 280 nm (siehe Figur 1) 

Rechromatografie von Fraktion 23 mit der gleichen Saule und 
einem flacheren Gradient (siehe Bild) : 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B : Acetonitril mit 0,1% TFA 
Gradient: o bis 20% B in 5 Minuten 
20 bis 50% B in 45 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 2) 

Rechromatografie von Fraktion 16 aus dem vorangegangenem Trenn- 
schritt mit der gleichen Saule, aber anderem Elutionsmittel , 
urn die Selektivitat bei der Trennung zu verandern. 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA in Methanol 

Gradient: 0 bis 4 0% B in 5 Minuten 

40 bis 70% B in 45 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 3) 
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Rechromatograf ie der aktiven Fraktion 21 mit einer Kationenaus- 
tausch HPLC: 

Saule: Parcosil Pepkat, 4 x 50 mm, 300 A, 5 fim, Biotek, Heidel- 
berg 

Puffer A: 10 mM Phosphatpuf f er pH 4,5 
Puffer B: Puffer A mit 1 M NaCl 
Flu£: 0, 75 ml/min 

Gradient: 0 bis 15% B in 5 Minuten 
15 bis 50% B in 35 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 4) 

Die erhaltenen Fraktionen wurden jede einzeln in einem kurzen 
Reverse Phase HPLC Lauf entsalzt, bevor sie zum Test auf anti- 
mikrobielle und bifidogene Aktivitat zugefuhrt wurde. 

Durch Massenspektrometrie und Aminosauresequenzierung wurden 
die folgenden Peptide identif iziert : 

Fraktion 9 enthielt die reine, bifidogene Komponente 

YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAVWPHAQIPQRQYLPNSHPPTVVRRPNLiHPSF 
(caseinK-63-117) 

Fraktion 10 enthalt die bifidogene Komponente 

GRRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPICCIQA 
(neutrophil - lactof errin-2 0-67) 

und Fraktion 11 enthalt die bifidogene Komponente mit einer 
Adduktmasse von +16 was darauf hindeutet, daS es sich urn ein 
Oxidationsprodukt handelt (vermutlich ist ein Methionin oxi- 
diert) . 
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Beide Peptide und das Oxidationsprodukt haben eine bifidogene 
Aktivitat . 

Beispiel 2 

Nachweis der wachstumsregulierenden Aktivitat auf E. coli 

Fraktionen aus der HPLC wurden mit E. coli K12 eingesetzt. Der 
Test wird in 3 g/1 Tryptic Soy broth (Sigma) f olgendermaSen 
durchgef uhrt : 

Fur ieden Assay wurden Kulturen von E. coli K12 frisch in 
Tryptic Soy broth (Firma Sigma, Deisenhofen, Deutschland, 
Bestellnummer T8907) angeimpft (Difco Manual, 10 th Ed., S. 
1027) . Die Inkubation dieser Bakterien erfolgte immer unter 
aeroben Bedingungen bei 37°c fur 16 Stunden. Zu testende Peptide 
wurden zu einer Testlosung, bestehend aus 200 /xl 3 g/1 Tryptic 
Soy broth, in 96 -Loch Zellkulturplatten gegeben und mit einem 
Inokulum von 20 fxl einer verdiinnten Bakteriensuspension ange- 
impft. Die photometrische Absorption des Inokulums betrug 0,05, 
gemessen bei 500 nm. Das Wachstum der Bakterien unter dem Ein- 
flufi der Peptide wurde nach 16 Stunden ebenfalls photometrisch 
im ELISA-Reader bestimmt und manuell mikroskopisch bestimmt . 

Beispiel 3 

Nachweis der wachstumsregulierenden Aktivitat auf Bifidobac- 
terium bifidum 

Fur jeden Assay wurden Kulturen von Bifidobacterium bifidum ATCC 
29521 frisch in Elliker broth (Difco, Detroit, USA) (Tryptone 
20 g, Yeast Extract (Hef eextrakt ) 5 g, Gelatin (Gelatine) 2,5 g. 
Dextrose 5 g, Lactose (Laktose) 5 g, Saccharose 5 g, Sodium 
Chloride (NaCl) 4 g, Sodium-Acetate (Natriumacetat ) 1,5 g, 
Ascorbic Acid (Ascorbinsaure) 0,5 g) angeimpft. Die Inkubation 
dieser Bakterien erfolgte immer unter anaeroben Bedingung bei 
37°C fur 16 bis 18 Stunden. Zu testende Peptide wurden zu einer 
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Testlosung bestehend aus 200 /xl 50% Elliker broth in 96-Loch 
Zellkulturplatten gegeben und mit einem Inokulum von 20 fxl einer 
verdiinnten Bakteriensuspension angeimpft. Die photometrische 
Absorption des Inokulums betrug 0,05 gemessen bei 550 nm. Das 
Wachstum der Bakterien unter dem EinfluS der Peptide wurde nach 
16 Stunden ebenfalls photometrisch im ELISAReader bestimmt und 
manuell mikroskopisch bestimmt. Als Positivkontrolle diente N- 
acetylglucosamin. Fur diesen Test konnen nur Bif idus-Kul turen 
eingesetzt werden, die auf N-Acetylglucosamin reagieren. Nach 
einigen Passagen verlieren Bif idobakterien diese Eigenschaft, 
diese konnen dann fur diesen Wachstumstest nicht mehr eingesetzt 
werden . 

Beispiel 4 

Als bifidogen wurden die Fraktionen identif iziert , bei denen 
der Wert 

BW EW 

----- a 0,15 (bifidogen) 

B0 E0 

ist . 
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Patentanspriiche 



1. Peptide erhaltlich durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen 
und anschlieSender Inkubation fur zwei Stunden, 
Zentrifugation, urn Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef allenen Proteine, 
Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrit- 
tes , 

Anwendung eines Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes , 
Sammeln von Fraktionen, 

Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM 
fur die Durchfuhrung von Aktivitatstests durch Dialy- 
se oder Reverse- Phase-HPLC, 

Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E. coli 
in Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktio- 
nen, die der Bedingung 

BW EW 

a 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

genugen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 
16-stundiger Inkubation von Bif idobakterium Bifidum 
in 50% Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in 
einer Konzentration von 2 00 /ig/ml erhalten wird, 
B0 die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstoff- 
freien Kontrollinkubation erhalten wird. 
EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger In- 
kubation von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in 
Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 
200 /ig/1 erhalten wird, 
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EO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstoff- 

freien Kontrollinkubation erhalten wird, 

Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 

sowie die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phospho- 
rylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Frag- 
ments mit bifidogenen Eigenschaf ten und Peptide, die durch 
Kombination der Peptide, Fragmente oder Derivate mittels 
chemischer Verkmipfung erhaltlich sind. 

Peptide gemaS Anspruch 1 mit der Aminosauresequenz 
R l -EQLLRLKK-R 2 , - YLEQLLRLKKY - R 2 , R 2 -NRQRNILR-R 2 , 
R,-YMNGMNRQRNILR-R 2 , R x - FQWQRNMRK- R 2 , R, -HTGLRRTA-R 2 , 
R x - FTAIQNLRK- R 2 , R, - E VAARARWW - R 2 , R, - WQRNMRKV - R 2 , 
R 1 - LARTLKRLK- R 2 , R 2 - YKQKVEKV- R 2 / R l -LVRYTKKV-R 2 , 
R 1 -KYLYEIARR-R 2/ R 2 - ARRARWWCAVG-R 2 , R x - ARRARVVWCAVGE - R 2 , 

R 3 -CIAL-R 4 R 3 -CIAL-R 4 

R x - YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAVVRPHAQIPQRQYLPNSHPPTVVRRPNLHPSF-R 2 , 

R, -GRRRRSVQWCTVSQPEATKCFQWQRNMRRVRGPPVSCIKRDSPIQCIQA-R 2 , 

R, - G RRRS VQ W CA VS Q PEATKC FQ WQRNMRKVRG P P VS C I KRD S P I QC I QA - R 2 , 

R x - GRRRRS VQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCI KRDS P I QCI QA- R 2 , 

R 2 - VYQHQKAMPKPWIQPKTKVIPYVRYL-R 2 , R x - ARRARWWAA VG - R 2 , 

R x - C AVGGGC I AL - R 2 , 

R ! - RHTRKY WCRQG ARGGC I TL - R 2 . 

worin 

R 17 R 3 unabhangig voneinander NH 2/ eine Aminosaure oder ein 
Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 
R 2 , R 4 unabhangig voneinander COOH, CONH 2 , eine Aminosaure 
oder ein Peptid mit bis zu 100 Aminosauren darstellen und 
die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phosphorylier- 
ten # glycosylierten, oxydierten Derivate oder Fragmente 
mit bifidogenen Eigenschaf ten . 
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3 . Verf ahren zur Herstellung der Peptide gemafi Anspruch 1 
und/oder 2 durch Auf reinigung aus Kuhmilch oder Humanmilch, 
Expression in gentechnisch veranderten Organismen oder 
chemische Synthese. 

I . Nukleinsauren kodierend fur Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
oder 2 . 

5. Antikorper gerichtet gegen Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
oder 2 . 

5. Arzneimittel enthaltend mindestens eines der Peptide gemaS 
Anspurch 1 und/oder 2 und/oder mindestens eine Nukleinsaure 
gemaS Anspruch 3 zusammen mit pharmazeutisch ublichen 
Hilf sstof fen. 

Nahrungsmittel enthaltend Peptide gemaE Anspruch 1 und/ 
oder 2 zusammen mit Nahrstoffen. 

i. Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
oder 2 und/oder Antikorper gemaS Anspruch 5 zusammen mit 
weiteren Hilf sstof fen. 

Verwendung der Peptide gemaS Anspruch 1 und/oder 2 und/oder 
der Nucleinsauren gemaS Anspruch 3 zur Behandlung von durch 
mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingten Erkrankungen bei- 
spielsweise durch Bakterien, Pilze, Hefen, Protisten, 
Viren, Mycoplasmen, Filarien, Plasmodien, wie Infektionen 
Entzundungen, mikrobiell induzierten Tumoren, mikrobiell 
bedingten degenerativen Erkrankungen, Durchf allerkrankun- 
gen, Koliken, Abweichung der Mund-, Darm- und Vaginalf lora, 
Karies . 

0. Verwendung der Peptide gemaS Anspruch 1 und/oder 2 zur 
Herstellung eines Nahrungsmittels . 



BNSDOCIO <WO 991 4231 A2 I > 



WO 99/14231 



PCT7EP98/05899 




BNSDOC1D <WO 99M23tA2 I > 



WO 99/14231 



PCT/EP98/05899 




BNSDOCID <WO 991 4231 A2 I > 



WO 99/14231 



3 / 4 



PCT/EP98/05899 




BNSDOCID <WO 99M231A2 I > 



WO 99/14231 



1 

SEQUENZPROTOKOLL 



PCT/EP98/05899 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Wolf-Georg Forssmann 

(B) STRASSE: Feodor-Lynen- St rasse 31 

(C) ORT: Hannover 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 30625 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Bifidogene Peptide 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 24 

(iv) COMPUTER -LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC -DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 2: 

Tyr Leu Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys Tyr 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Asn Arg Gin Arg Asn lie Leu Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 13 Aminosauren 
{ B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Tyr Met Asn Gly Met Asn Arg Gin Arg Asn He Leu Arg 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 
<B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt ( 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 
Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

His Thr Gly Leu Arg Arg Thr Ala 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Phe Thr Ala lie Gin Asn Leu Arg Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 8: 

Glu Val Ala Ala Arg Ala Arg Val Val Trp 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 
<B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 9 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Leu Ala Arg Thr Leu Lys Arg Leu Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Tyr Lys Gin Lys Val Glu Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
Lys- Tyr Leu Tyr Glu He Ala Arg Arg 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Gly 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Cys lie Ala Leu 
1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

Cii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Gly Glu 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(l ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 55 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Tyr Gin Arg Arg Pro Ala He Ala He Asn Asn Pro Tyr Val Pro Arg 
15 10 15 

Thr Tyr Tyr Ala Asn Pro Ala Val Val Arg Pro His Ala Gin He Pro 
20 25 30 

Gin Arg Gin Tyr Leu Pro Asn Ser His Pro Pro Thr Val Val Arg Arg 
35 40 45 

Pro Asn Leu His Pro Ser Phe 
50 55 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4 9 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Thr Val Ser Gin Pro Glu 
15 10 15 

Ala Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Arg Val Arg Gly 
20 25 30 
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Pro Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro* He Gin Cys He Gin 
35 40 45 

Ala 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Gly Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu Ala 

5 10 15 

Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly Pro 

20 25 



30 

Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin Ala 
Jb 40 45 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 4 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 20: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu 

5 10 15 

Ala Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly 
20 25 30 

Pro Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin 
35 40 45 

Ala 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 26 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 21:* 

Val Tyr Gin His Gin Lys Ala Met Pro Lys Pro Trp He Gin Pro Lys 
15 10 15 

Thr Lys Val He Pro Tyr Val Arg Tyr Leu 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

( i } S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Ala Ala Val Gly 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Cys Ala Val Gly Gly Gly Cys He Ala Leu 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) -ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Arg His Thr Arg Lys Tyr Trp Cys Arg Gin Gly Ala Arg Gly Gly Cys 
15 10 15 

He Thr Leu 
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(54) Bezeichnung: BIFIDOGENE PEPTIDE UND DEREN VERWENDUNG 



(57) Abstract 



The invention relates to peptides which are obtainable by mixing cow milk 
or human milk with proteases followed by a two hour incubation; centrifugation 
in order to remove milk fat; acidification to a pH of 2.0 by strong acidulation; 
separating the precipitated proteins; applying at least one reverse phase high 
pressure liquid chromatography (HPLC) step; applying a cation ic exchanger HPLC 
step; collecting fractions; adjusting the fractions to a salt content < 25 mM for 
executing an activity test by means of dialysis or reverse phase HPLC; cultivating 
bifidobacterium and e coli in the presence of the fractions and selection of fractions 
which satisfy condition BW/B0 - EW/E0>0.15. wherein BW denotes the bacterial 
count which is obtained during a 16-hour incubation of bifidobacterium in 50 % 




elliker broth in the presence of peptides in a concentration of 200 Mg/mL B0 denotes « w » » * M 

the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation, EW 

denotes the bacterial count which is obtained during 16 hour incubation of e coli in 3 g/l tryptic soy broth in the presence of the peptides in 
a concentration of 200 jig/ml, E0 denotes the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation; and isolating the 
available peptide in said fraction. In addition, the amidated, acetylized, suiphatized, phosphorylated, glycosylized, oxidized derivatives or 
fragments with bifidus stimulating characteristics and peptides are obtainable by combining the peptides, fragments or derivatives by means 
of chemical bonding. 
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(57) Zusammenfassung 



Peptide erhalthch durch Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und anschlieBender Inkubation fOr zwei Stunden 
Zemnfugation, urn Michfett zu entfernen, Ansauem auf einen pH von 2,0 durch starkc Sfiuren, Abtrennung der ausgefallenen Proteine 
Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrittes, Anwendung eines Kationenaustauschcr-HPLC-Schrittes, Sammeln von 
Fraktionen, Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehait < 25 mM fur die Durchftthrung von Aktivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse-Phase-HPLC, Kuitivierung von Bifidobakterium Bifidum und E. coli in Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen 
die der Bedingung: BW/BO - EW/E0>0,15 (bifid gen) genilgen, worin BW die Keimzahi bezeichnet. die bei 16-stUndiger Inkubation 
von Bifidobakterium Bifidum in 50 % Eiliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 /xg/ml erhalten wird BO 
die Keimzahi bezeichnet, die bei der wirkstofffreien Kontrollinkubation erhalten wird, EW die Keimzahi bezeichnet, die bei 16-stUndiger 
Inkubation von E. coli in 3 g/i Tryptic Soy Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 /*g/l erhalten wird E0 die Keimzahi 
bezeichnet, die bei der wirkstofffreien Kontrollinkubation erhalten wird, Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids sowie die 
amidierten, acetyherten, sulfatierten, phosphorylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Fragmente mit bifidogenen Eigenschaften 
und Peptide, die durch Kombination der Peptide, Fragments oder Derivate mittels chemischer Verknupfung erhaltlich sind. 
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Cateaorv* 
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Special categories of cited documents: 

document defining the general state of the art which is not considered 
10 be of particular relevance 

earlier document but published on or after the international filing date 
*L*' documem which may throw doubts on pnoriry claim!*) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

documem referring to an oral disclosure, use. exhibition or other 
means 



•tr 



documem published prior to the international filing date but later than 
the pnoTTtv date claimed 



T" later document published after the international filing date or onontv 
dale and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

of particular relevance; the claimed in verm on cannot be 
novel or cannot be considered to involve an inventive 
the documem is taken alone 

"Y** documem of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the documem is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 
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cued to establish the publication date of another citation or other 

special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or other 
means 

"P" document published prior to the international filing date but ***** than 
the pnonty date claimed 


T later oonrrnrm published after the international filing date orpnontv 
date and not in conflict with the application but cited to undernand 
the principle or theory underlying the invention 

M X~ donrmrm of particular relevance: the e\*immA invention cannot be 
wenidned novel or cannot be considered to involve an mvemsve 
step when the ctocurnem is taken alone 

"V ancumrnT of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered to involve an tnvenuve step when the document is 
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BELLAMY E. A.: "Antibacterial spectrum of 
lactoferricin B, a potent bactericidal 
peptide derived from the N-terminal region 
of bovine lactoferrin" 
J. APPLIED BACTERIOLOGY, 
Vol. 73, No. 6, 1992, 
Pages 472-479, XP002094251 
See the whole document 

ETIENNE E.A.: "Growth promotion of 
Bifidobacterium animal is by bovine milk 
proteose-peptone" 
LAIT, 

Vol. 74, 1994, 

Pages 313-323, XP002094252 
See the whole document 

PROULX E.A.: "Comparison of 
bifidobacterial growth -promoting activity 
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lOTEIRNATHONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP98/05899 



Bos I Observations where certato claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 
I. I x I Claims Nos.: 

1 — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
See ADDITIONAL MATTER 



2. [ I Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. Claims Nos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Bos II Observations where unity of invention is lacking (CoHafttaiolftona of ttena 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 
See ADDITIONAL MATTER 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . | [ As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. rjTI No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
L— I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

1-10 (in part) 

Renaairlk on Protest | I The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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International application No. 
PCT/EP98/05899 



Claims Nos.: 1, 3-10 (in part) 

Claim 1 of the application relates to peptides which are only defined as being obtainable by 
proteolysis of cow milk or human milk, by cleavage of peptide fractions and by selecting 
these fractions according to the property of being able to provide bifidus bacteria with a 
growth advantage. 

There is no structural definition for each of these peptides. 

For this reason a useful search could only include, apart from to the method of production, the 
peptides actually disclosed in the application. The search was therefore also limited to the 
peptides cited in Claim 2 and includes Claim 2 and Claims 3-10 in so far as they relate to 
Claim 2 (Article 1 7 (2) (a) (ii) PCT). 



Form PCT/1SA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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International application No. 
PCT/EP98/05899 



The International Searching Authority has found that this international application contains 
multiple inventions, as follows: 

1 . Claims Nos. 1- 1 0 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 1 or 2, the production thereof, DNA 
coding for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and 
means of diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

2. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 3 or 4, the production thereof, DNA 
coding for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and 
means of diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

3. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 5,9,18,19 or 20, the production thereof, 
DNA coding for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs 
and means of diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

4. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 6, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

5. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 7, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

6. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 8,14,16 or 22, the production thereof, 
DNA coding for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs 
and means of diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

7. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 10, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

8. Claims Nos. 1-10 (in part) 
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International application No. 
PCT/EP98/05899 



Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 1 1, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

9. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 12, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

10. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 13, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

1 1 . Claims Nos. 1 - 1 0 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 15, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

12. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 17, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

13. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 21, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 

14. Claims Nos. 1-10 (in part) 

Peptides defined in Claim 2 containing SEQ ID NO 24, the production thereof, DNA coding 
for these peptides, antibodies against these peptides, medicaments, foodstuffs and means of 
diagnosis based on these peptides or antibodies and the use thereof 
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Inter onalas Aktsnzaiehen 

PC./EP 98/05899 



^ A § aFIZI I^4. NG DES ANMEUOUNGSGEGENST ANDES " ~ 

IPK 6 C07K14/79 C07K14/47 C07K14/765 CO7K14/705 C12N9/36 
A23L1/305 C07K5/103 CO7K7/06 CO7K16/04 C12N15/12 
G01N33/68 A61K38/07 A61K38/08 A61K38/17 A61K38/40 

Nach dar Inta mationaian Paterrtklaaaifikation (IPK) odar nach dar nationalan Kuttatfikation und dar <PK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE " _ ' "~" — — 



Raoharchiartar Mrndestpruhitoff (Klaaainkattontayatam und Klastif Nations symbote ) 

IPK 6 C07K C12N A23L 



Raeharchiarta aber nrcht turn Mindaatprufatoff gahoranda Verdffentiiohungan, aowait dtaaa untar die 



raeharohtartan Gab tat a fallan 



W * nrMd der -"t-matonaten FW.ron. Kon.ulb.rt. .Mdron.Mh. Oat.nb«* (Nam. d«r Oal.nt»nk und Ml. v.rw.nfl.,. Suohb. 9 n«.) 



C. ALSWESENTUCH ANQESEHENE UNTERLAGEN 



Katagorie* 



Baurnhnung d.r V.rOffanttiohung, aownt arfonteriioh unter Angab* dar in Batracht komm.nd.n Li. 



B«r. Arapwen Nr 



AMETANI E.A.: "aNTIBODY RESPONSE OF THREE 
DIFFERENT STRAINS OF MICE TO 
ALPHA-SI-CASEIN ANALYZED BY USING 
PROTEOLYTIC AND SYNTHETIC PEPTIDES" 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

Bd. 154, Nr. 3, 15. August 1988, ORLANDO, 

PL US a> 

Seiten 876-882, XP002094248 
See Table 1 and Fig.l 

SPUERGIN, P. ET AL: "Allergenic epitopes 
of bovine. alpha. sl-casein recognized by 
human IgE an IgG" 

ALLERGY (COPENHAGEN) (1996), 51(5), 
306-312 CODEN: LLRGDY;ISSN: 01G5-4538. 

1996, XP0O2094249 
siehe das ganze Doicument 

-/-- 
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S W ??T?^ V * r0ff * nti * chuno * ft °* r ^ottaatzung von Fafd C zu 
an tn atonal i 



□ 



Srnha An hang Patantfamitia 



• Baaondara Katagonan von angagabanan Vamffandiohungan 
*A- Vart^tircnung, dm dan ailgamatnan Stand dar Taohn* daftniart, 
abar nioht at* baaondani badautaam anzuaahan at 

" E " *!£™£?*"™ nt - <*« r*dooh ant am odar nach dam intamationaian 
AnmaWadaHim varoffantiioht wordan tat 

Vafdfnwrtftohung, dia gaaignat tat, atnan Prioritataanapruch zwatfalhaft ar- 

aohaman zulautn, odar dureh dia daa Vardffantfohungadatum atnar 

^T*™ « m Hacharohanbanoht gananntan Varbffantlichung batagt wardan 

* #m#m * no#r * n *»»onda»n Qrund angagaban tat (wm 

autgafQhrt) 

Varorfantfiortung, dia aioh auf aina mundboha Offanbarang, 
w*!ILrT? U ? Un9 * Au ** t * tt4,n 9 «ndara Maflnahman baztaht 
VaroffanBionung, dta vor dam intamationaian Anmaldadatum, abar naeh 
dam baanaoruontan Pnoritttadatum varoftantlieht wordan iat 



^ Spttara Varoffantlichung, dia nach dam intamationaian Anmaldadatum 
odar dam Pndntatadatum varoftantlieht wordan tat und mit dar 
Anmatdung nioht koflidiart, aondam mir zum Varatandnta daa dar 
Erfmdung zugnmdaaagandan Prinapa odar dar ihr zugrundaliagandan 
Thaona angagaban iat * 

•X* Varoffandiohung von baaondarar Badautung; dia baanapruohte Erfindung 
kann ailatn autgrund diaaar Varoffantiiohung nioht aia nau odar auf 
•rfindanaohar Tatjgkart baruhand batraehtat wardan 

•V Vardffantfiohung von baaondarar Badautung; dia baanapruehta Erfindung 
kann ntcht aia auf artmdaraehar Ttfgkait baruhand batraehtat 
wardan, wann dia Varoffantitehung mit •tnmrodBT mahraran andaren 
Vamffanttehungan diaaar Katagoria in Varbtndung gabraoht wtrd und 
dtaaa Varbtndung tUr ainan Fachmann nahaJiagand at 

'4' Varofrantliohung. dia Mitgttad dar»aft>*n Patanttamiba iat 



Datum daa Abaehiuaaaa dar vitamattonaJan Raoharoha 

22.Februar 1999 



Abaandrtatum dm mtamatnnatan Racnarenanbanohta 



24 05 1999 



Nama und Poatanaohnft dar Intamationaian Raeharohanbahorde 

Europajaohaa Patantamt PB. 5818 Patantiaan 2 
NL • 2280 HV Rtjawijk 
Tal. (+31 70) 340-2040. Tx. 31 GSlaponi, 
Fax: (+31-70)340-3016 



BavoUmaohttgtar Badianatatar 



GROENENDIJK, M 



BNSOOClD <WO 9914231 A3 I 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLAS9FIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 A61K38/38 A61K38/47 



Nach dar inta mationatan PatanlKtaaatfikabon (IPK) odar naoh dor nation aien Ktaaaiftkation und dar IPK 



lntam""->na*aa Aktanzeiehan 

PC, cP 98/05899 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Raeharohiartar Mrndaatprutatoff (Klaaaffikabonaayatem und KJaaaif ikabonaaymbola ) 



Raoharcniarta aber nicftt zum Minaaatprufstoff ga ho re no© Varoffenttiehung an, towtrt dtaaa unter dia raoharohiarten Gebiate tmlbn 



Wahrand dar mtemationalan Raoharcha konautierta alaktroniaoha Datanbank (Nimt dar Datanbank und avtl. varwandata Suchbagrtffe) 



C. ALSWESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katagoria* Bazaiohnung dar Varoffantlichung, aowart arfordariioh untar Angaba dar in Batraeht kommandan Taifa 



Batr. Anapruch Nr. 



DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9439 

Derwent Publications Ltd., London, 6B; 

Class B04, AN 94-313708 

XP002094254 

& JP 06 239 888 A (KANEBO LTD) , 30. August 
1994 

siehe Zusarnnenfassung 

KIZAWA: "Calmodulin binding peptide 

comprising alpha-casein exorphin" 

J.AGRIC.FOOD.CHEM., 

Bd. 45, Nr. 5, Mai 1997, 

Seiten 1579-1581, XP002094250 

siehe das ganze Dokument 



1-3,7,10 



1-3 



m 



X I W ^^Varttffantfconu ngan aind dar Portaatzung von Paid C xu 
antnahman 



□ 



Siaha An hang Patantfamilia 



• Baaondam Katagonan von angagabanan Vardffantiiohungan 

•A' VaioffafiUiuhung, dia dan aUgamainan Stand dar Tachnik dafimart. 

aba* nioht alt baaondara badautaam anzuaahan iat 
•£* Aftaraa Dofcumant, daa jadooh arst am odar naoh dam mtamationaian 

Anmatdadatum vamffanttieht wordan tat 



L Varoffantaohung, dta gaaignat iat. mirmn Prioritfttaanaprueh zwaifalhaft ar- 
•ohainan zu iaaaan, odar dureh dia daa VarOffantimhungsdatum ainar 
amiarafi m Raohorohanbanbht gananntan Varoffanttiofuing batagt wardan 
toll odar dia aua tmtm andaran baaondaran Grand angagaban iat (wia 
auagafuhrt) 

•O* VarOfmntnohung, dia aioh auf aina mtindiioha Offanbarang. 

•«jBanutzung, ama Auaataaung odar andara Ma fln*ftm«n baziaht 
P VarOffMtaohung, dia vor dam mtarnabonaJan Anmatdadatum, abar nach 

dam baanapruohtan Pnontatadatum verOffanHioht wordan iat 



"T Spaiara VarOtfantiiohung, dia naoh dam mtamationaian Anmatdadatum 
odar dam Pnontatadatum varoffartttioht wordan iat und mtt dar 
Anmaldung nioht kofHdiart aondam nur zum Varatandnia daa dar 
Erfindung zugrundauagandan Prirtzipa odar dar thr zugrundaiiagandan 
Tnaona angagaban iat 

*X* Varoffantiiohung von baaondam r Badautung; dia baanapruohta Erfindung 
kann attain aufgnmd diaaar Varoffantiiohung nioht ais nau odar auf 
arfindanaohar TAbgkait baruhand batrmehtat wardan 

*Y* Varoffantiiohung von baao n darar Badautung; dia baanapruohta Erfindung 
kann mcht aia auf arfindanaohar Tatigkait baruhand batraohtat 
wardan. wann dia Varoffantiiohung mit ainar odar mahraren andaran 
VarOffantfiohungan diaaar Katagona in Varbindung gabracht wrrd und 
diaaa Varbindung fur ainan Faohmann nahaliagand art 
VarOffantfiohung, dta M&gbad darmalban Patantfamilia iat 



Datum daa Abaohtuaaaa dar mtamationaian Raoharoha 



22.Februar 1999 



Abaandadatum daa mtamationaian Raoharohanbanohts 



Mama und Poatanaohrift dar tntamaaonaJan Raeharohanbahbrda 
Europaaohaa Patantamt, P. B. 5818 PatanOaan 2 
NL - 2280 HV Rijawifk 
Tal. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 apo nl. 
Pax: (+31-70) 340-3016 



Bavotlmachtigtar Badtanatatar 



GROENENDUK, M 



BNSDOOD <WO 99M231A3 l > ) Wl*n 9i f ioot 



in 



icHCncNBcnlCnT 



Intern- -mates Aktenzeichen 

PCi,£P 98/G5899 



C.(Fortsetxung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERtAGEN 



KategonV B.«,cr,nung dar V.r^ntiicrtung, sow«rt •rtordartich unter Aixgat* d»r in B«r*oh\ komm«nd*n Teile ' 



Betr. Anspruoh Nr. 



BELLAMY E. A.: "Antibacterial spectrum of 
lactoferricin B, a potent bactericidal 
peptide derived from the N-terminal region 
of bovine lactoferrin" 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



nationals Aktenzeichen 

PCT/EP 98/05899 



Feld I Bemerkung n zu den Anspriich n, die eich ala nicht recherchierbar entries n haben (Fortaetzung von Punkt 2 auf Blatt 



Gemafl Artikel 1 7(2)a) wurde aua fotgenden Qriinden fQr bestimmte AnsprOche koin Recherchenbericht ereteUt: 
1 . | X | Anspruche Nr. 

weil sie si ch auf Gegenst&nde be Ziehen, zu deren Recherche die Be horde nioht verpflichtet tat, namlich 

Slehe WEITERE ANGABEN 



□ 



AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung be Ziehen, die den vorgeachrtebenen Anforderungen so we nig entaprechen 
daG eine sinnvoile Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 9 ^ ° n ' 



3. | I AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Ansprilche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld I! Bemerkungen bei mangelnder EtnherrJichkeit der Erfindung (Fortaetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Recherchenbeh6rde hat festgestelit, dafl diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthaft: 

Siehe WEITERE ANGABEN 



1. 



I I ?f der Anme,( ^f r all « odorderiichen zuaatzhchen Recherchengebuhren rechtzeittg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 



Internationale Recherchenbericht auf aife recherchierbaren Anspruche 



2 ["J ° a ? r f" 9 recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne etnen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatztiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solohen Gebuhr aufgetordert. 



3 Lj 2l der ^ n T l ? r e ' nige d ° r eriorderiichon zuaatzlichen Recherchengebuhren rechtzeittg entrichtet hat, erstreckt stch dieser 
Internationale Recherchenbenoht nur auf die Anspruche, fur die Gobuhren enthchtet worden stnd, namlich auf die 
Anspruche. Nr. 



4 [¥] Der An^«Jder hat die erforderlichen zusatziichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationaie Recher- 
faflt beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese tst in foigenden Ansprtichen er- 

1-10 (partlell) 



Bemerkungen hlnsichtlich ernes Wlderspruchs Q Die zusAtzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| [ Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren ertotgte ohne Widerspruch 



Formblatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 

BNSDOCID <WO 991 4231 A3 I > 



WE HERE ANGABEN PCT/I8A/ 210 

Anspruche Nr. : 1,3-10 (tellweise) 

Der Anspruch 1 der Anmeldung bezleht s1ch auf Peptide, welche nur dadurch 
deflniert s1nd, dass sie erhaltllch s1nd durch Proteolyse von Kuh- oder 
Humanmilch, Abspaltung von Pept1dfrakt1onen und selektleren dleser 
Fraktionen auf die Elgenschaft, B1f1dobakter1en elnen Wachstumvorteil zu 
verschaffen. 

Es fehlt jede strukturelle Definition dleser Peptide. 

Deswegen kbnnte e1ne zweckmasslge Recherche neben den Herstellungs-verfahren 
nur die tatsachUch in der Anmeldung offenbarten Peptide urafassen. Die 
Recherche hat sich denn auch beschrSnkt auf die 1n den Anspruch 2 genannten 
Peptide und umfasst Anspruch 2 und die Anspruche 3-10 sofern sie sich auf 
Anspruch 2 beziehen (Art. l7(2)(a)(1i)PCT). 



BNSCXXID <WO 99U231A3 I > 
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WEITERE ANGABEN PCT/1SA/ 210 



Die internationale Recherchenbehbrde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspriiche: l-10(partiel 1 ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 1 oder 
2, deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
und deren Verwendung 



2. Anspriiche: l-10(partiell ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 3 oder 
4, deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
und deren Verwendung 



3. Anspriiche: l-10(partiel 1 ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 
5,9,18,19 oder 20, deren Herstellung, DNA kodierend fur 
diese Peptide, Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, 
Nahrungs- und Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide 
oder Antikorper und deren Verwendung 



4. Anspriiche: l-10(partiell ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 6, 
deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
und deren Verwendung 



5. Anspriiche: l-10(partiell ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 7, 
deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
und deren Verwendung 



6. Anspriiche: l-10(partiel 1 ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 8,14,16 
oder 22, deren Herstellung, DNA kodierend fiir diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
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und deren Verwendung 



7. Anspruche: l-lO(partiell) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 1G 
deren Herstellung, ONA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide Oder Antikoro 
und deren Verwendung 



8. Anspruche: l-lO(partiell) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 11 
deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide Oder Antikoro 
und deren Verwendung 



9. Anspruche: l-lO(partiell) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 12 
deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikoro 
und deren Verwendung 



10. Anspruche: l-lO(partiell) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 13, 
deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikoro 
und deren Verwendung 



11. Anspruche: l-lO(partiell) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 15 oder 
23, deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
und deren Verwendung 



12. Anspruche: l-lO(partiell) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 17, 
deren Herstellung, DNA kodierend fur diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikoro 
und deren Verwendung 
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13. Anspriiche: l-10(partiel 1 ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ ID NO 21, 
deren Herstellung, DNA kodierend fiir diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
und deren Verwendung 



14. Anspriiche: l-10(partiel 1 ) 

Peptide definiert in Anspruch 2 enthaltend SEQ iD NO 24, 
deren Herstellung, DNA kodierend fiir diese Peptide, 
Antikorper gegen diese Peptide, Arznei-, Nahrungs- und 
Diagnostikmitteln auf Basis dieser Peptide oder Antikorper 
und deren Verwendung 
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